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PROCEDE DE PREPARATION DP r.F.NHMP n- ADENOVIRUS 
RECOMBINANTS 

La presente invention concerne un nouveau procede de preparation 
^adenovirus recombinants et Futilisation de ces adenovirus en therapie genique. Elle 
5 concerne egalement des plasmides procaryotes adaptes a la preparation de ces 
adenovirus. 

La therapie genique consiste a coniger une deficience ou une anomalie 
(mutation., expression aberrante, etc.) par introduction dune information genetique 
dans la cellule ou l'organe affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit 
in vitro dans une cellule extraite de l'organe, la cellule modifiee etant alors reintroduce 
dans 1'organisme. soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverges de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J. Virol.* 1 
(1967) 891), d'ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 
15 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al.. PNAS 84 (1987) 7413), 1'emploi de 
liposomes (Fraley et al., J.BioLChem. 255 (1980) 10431), etc. Plus recemment, 
Temploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet egard, 
differents virus om ete testes pour leur capacite a infecter certaines populations 
cellulaires. En paniculier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc.), le virus HSV, les 
virus adenc>-associes. et les adenovirus. 



10 



20 



Parmi ces virus, les adenovirus presentent cenaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notamment, ils ont un spectre d ! hote assez 
large, sont capables d f infecter des cellules quiescentes, ne s^integrent pas au genome de 
25 la cellule infeciee. et n'ont pas ete associes a ce jour a des pathologies importantes 
chez Thomme. Les adenovirus ont ainsi ete utilises pour transferer des genes d'interet 
dans le muscle (Ragot et al., Nature 361 (1993) 647), le foie CJaffe et al., Nature 
genetics 1 (1992) 372), le systeme nerveux (Akli et al. f Nature genetics 3 (1993) 224), 



etc. 



30 Les adenovirus sont des virus a ADN double brin lineaire dune taille de 36 kb 

environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversee repetee (ITR) a 
chaque extremite. une sequence dencapsidation (Psi), des genes precoces et des genes 
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tardife (Cf figure 1). Les principaux genes precoces sont contenus dans les regions El, 
E2, E3 et E4. Parmi ceux-ci, les genes contenus dans la region El sont necessaires a la 
propagation virale. Les principaux genes tardifs sont contenus dans les regions LI a 
L5. Le genome de 1'adenovirus Ad5 a ete entierement sequence et est accessible sur 
5 base de donnees (voir notamment Genebank M73260). De meme des parties, voire la 
totalite d'autres genomes d'adenoviraux (Ad2, Ad7, Adl2. etc.) ont egalement ete 
sequencees. 

Compte tenu des proprietes des adenovirus mentionnees ci-dessus, et compte 
tenu du fait qu'il est possible d'obtenir des litres viraux eleves. ceux-ci ont deja ete 

10 utilises pour le transfer! de genes in vivo. A cet effet, differents vecteurs derives des 
adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (B-eal, OTC a-lAT 
cytokines, etc.). Dans chacune de ces constructions, 1'adenovirus a ete modifie de 
maniere a le rendre incapable de replication apres transfen genique. Ainsi, les 
constructions decrites dans l'art anterieur sont des adenovirus deletes des reeions El et 

15 eventuellement E3 au niveau desquelles sont inserees les sequences d'ADN 
heterologue (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et al., Gene 50 
(1986) 161). D'autres constructions comportent une deletion au niveau de la region El 
et d'une partie non essentielle de la region E4 (W094/12649), ou une organisation 
genomique modifiee (FR 94 13355). 

20 Cependant, l'exploitation industrielle et therapeutique des adenovirus est 

encore limitee par les methodes actuelles de preparation de ces virus recombinants. 

Les adenovirus sont en effet produits par transfection de 1'ADN du virus 
recombinant dans une lignee cellulaire d'encapsidation competente. II pent s'agir d'une 
transfecuon simple, lorsque l'on peut disposer d'une construction portant rensemble du 

25 genome du virus recombinant, ou, comme c'est le cas le plus souvent. d'une co- 
transfection de plusieurs fragments d'ADN apportant les differentes parties du genome 
viral recombinant Dans ce cas, le precede implique une ou plusieurs etapes de 
recombinaison homologue entre les differentes constructions dans la lienee cellulaire 
d'encapsidation, pour generer I'ADN du virus recombinant Pour la mise en oeuvre de 

30 lune ou l'autre de ces methodes, il est done necessaire de disposer des constructions 
appropriees, portant l ensemble ou des parties du genome de 1'adenovirus recombinant 
que Ton souhaite produire. 
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II existe differentes methodes decrites dans l'an amerieur pour la preparation 
de ces constructions in vitro. La technique la plus generalemem utilisee consiste a 
isoler 1'ADN viral puis a le modifier in vitro par les methodes classiques de biologie 
moleculaire (digestion, ligature, etc.). Les constructions obtenues sont ensuite 
purifiees et utffisees pour transfecter les Iignees d'encapsidation. Toutefbis, cette 
technique implique la production de stocks de virus et la purification d'ADN viral pour 
chaque construction ou pour tome manipulation de l'ADN du virus recombinant Une 
autre technique repose sur lHrtffisation d'un plasmide portant une partie du genome du 
virus recombinant, qui est co-transfecte avec un virus apportant la partie manquante 
du genome. Neanmoins, comme indique ci-avant, cette methode implique une 
recombinaison dans la lignee d'encapsidation et la disposition d'un virus supplemental 
approprie. Pour remedier a ces inconvenients, il a ete propose d'utiliser des plasmides 
procaryotes pour preparer les ADN viraux utilisables pour la transfection. En 
particulier, Bett et al. (PNAS 91 (1994) 8802) decrit la construction d'un plasmide 
replicatif chez Eeoli comportant un genome adenoviral modifie (plasmide pBHGlO). 
Plus precisement, ce plasmide porte un genome adenoviral delete des regions El, E3 
et Psi, circularise par jonction des sequences ITR, et qui comprend, insense au niveau 
de la region 188-1339 du genome de l'adenovirus, une partie du plasmide pBR322. Ce 
plasmide peut etre replique chez E. Coli, manipule pour l'insertion de genes d'interet, 
20 mais il presente toujours des inconvenients. Son utilisation pour la production de virus' 
implique notamment l'emploi d'un second plasmide au moins apportant la region 
gauche du genome viral. D'autres plasmides de ce type et presentant le meme genre 
d'inconvenients ont ete decrits par exemple par Graham (EMBOJ. 3(12) (1984) 2917) 
Ces plasmides necessitent aussi de proceder a une etape de recombinaison dans les 
25 cellules d'encapsidation. 

En particulier ces technologies necessitent 1 utilisation de differents plasmides 
pour permettre la manipulation dans differentes regions du genome adenoviral. De plus 
l'obtention du virus recombinant n'a lieu qu'apres recombinaison homologue des 
fragments genomiques co-transfectes dans les cellules d'encapsidation. Ceci limite 
30 d'autant la frequence d'obtention des virus recombinants et le processus global est lent. 

II existe done dans l'an anterieur un besoin clair de pouvoir disposer de 
plasmides appropries, facilement manipulables et amplifiables in vitro, pour la 
preparation de genomes adenoviraux recombinants. D est egalement important que les 
genomes ainsi produits soient pratiquement depourvus de regions provenant du 
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plasmide, qui sont susceptibles (i) d'induire une reponse immunitaire (ii) de coder pour 
des proteines de resistance et (iii) de reduire la capacite du virus en tarn que vecteur. 

La presente invention permet de remedier a ces inconvenients. La presente 
invention decrit en effet des plasmides repondant a toutes ces exigences et permettant 
5 ainsi une production clonale rapide et efficace d'adenovirus recombinants utilisables 
therapeutiquement 

Plus particulierement, un premier objet de I'invention reside dans un plasmide 
procaryote comprenant un genome d'adenovirus recombinant borde par un ou 
plusieurs sites de restriction non present dans ledit genome. 

10 Un tel plasmide est represente par exemple sur la figure 2. 

Le genome d'adenovirus recombinant present dans les plasmides selon 
Tinvention est avantageusement un genome complet. Ceci est particulierement 
interessant puisque cela permet de s'affranchir de l'emploi d'une deuxieme construction 
apportant une autre partie du genome viral, et de l'etape de recombinaison dans la 

15 lignee d'encapsidation. Un autre avantage des plasmides selon Tinvention provient du 
fait que le genome adenoviral n'est pas interrompu par des regions du plasmide 
procaryote. De ce fait, les genomes produits ne contiennent pas de regions du 
plasmide dont les inconvenients ont ete mentionnes ci-avant. Par ailleurs, dans les 
plasmides selon I'invention. les ITR du genome adenoviral ne sont pas jointes, ce qui 

20 permet d'obtenir des ADN viraux lineaires. direaement utilisables pour produire les 
virus recombinants. 

De maniere plus preferentielle, les plasmides selon I'invention comprennent 
done une premiere region permettant la replication dans les cellules procaryotes et une 
deuxieme region comportant le genome adenoviral borde d'un ou plusieurs sites de 
25 restriction non present dans ledit genome. 

Pius preferentiellement, les plasmides selon I'invention comprennent egalement 
une region permettant la selection des cellules procaryotes contenant ledit plasmide. 
Cette region peut etre constituee notamment par tout gene conferant la resistance a un 
produit, et notamment a un antibiotique. Ainsi, on peut citer les genes conferant une 
30 resistance a la kanamycine (Kgn r ), a l'ampicilline (Amp, 1 ), a la tetracycline (let 1 ) ou a 
la spectinomycine, par exemple, qui sont couramment utilises en biologie moleculaire 
(Maniatis et A. 1989). La seleaion de plasmides peut se faire par d'autres genes que 
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des genes codant pour des marqueurs de resistance a un antibiotique. D'une maniere 
generate, il s'agftd'un gene qui donne a la bacterie une fonction qu'elle ne possede plus 
(cela peut correspondre a un gene qui a ete delete sur le chromosome ou rendu 
inactif), le gene sur le plasmide retablissant cette fonction. A titre d'exemple il peut 
s'agir d'un gene d'un ARN de transfert qui retablit une fonction chromosomique 
deficiente (Somoeset jj., 1991). 

La region permettant la replication dans les cellules procaryotes utilisee dans 
les plasmides de l'invention peut etre toute origine de replication f onctionneUe dans les 
cellules choisies. D peut s'agir d'une origine de replication issue d'un plasmide du 
groupe d'incompatibilite P (exemple = pRK290) qui permet la replication dans les 
souches d'E. £pU poj £. Plus generalement, 0 peut s'agir de toute orieine de 
replication issue d'un plasmide se repliquant dans les cellules procaryotes. Ce plasmide 
peut etre un derive de pBR322 (Bolivar a il-. 1977). un derive de pUC (Viera et 
Messing, 1982), ou d'autres plasmides derivant du meme groupe d'incompatibilite, 
15 c'est a dire de ColEl ou de pMBl par exemple. Ces plasmides peuvent etre choisis par 
affleurs dans d'autres groupes d'incompatibilite se repliquant chez Escherichia coli . D 
peut s'agir de plasmides derives de plasmides appartenant aux groupes 
d'incompatibilite A, B, FI. FII, Fill, FIV, HI, Hll, II, 12, J, K, L, N, OF. P, Q, T, U, 
W, X, Y, Z ou 9 par exemple. D'autres plasmides peuvent encore etre utilises, parmi 
lesquels des plasmides ne se repliquant pas chez £. coji mais chez d'autres hotes tels 
que £. aibjilis, Streptomyces , P. putidj, E. 2£mgillQS3. Bbiz^bjurn meUloti . 
Agrpbacterium tumefacjens , Staphylococcus aureus, Strepiomvr Pg pristinaesp irali.: 
gpterococcus faecium ou Clostridium. A titre preferentiel. on utilise les orieines de 
replication issues de plasmides se repliquant chez E.coli. 

25 Comme indique precedemment, le genome adenoviral present dans les 

plasmides de l'invention est avantageusement un genome complet ou fonctionnel, c'est- 
a-dire ne necessitant pas 1'apport d'autres regions par recombinaison ou ligature pour 
la production des stocks viraux dans les lignees d'encapsidation choisies. 

Preferentiellement, le genome adenoviral recombinant comprend au moins des 
30 sequences ITR et une sequence permettant l'encapsidation. 

Les sequences inversees repetees (ITR) constituent l'origine de replication des 
adenovirus. Elles sont localisees aux extremites du genome viral (Cf figure 1), d'ou 
elles peuvent etre isolees aisement selon les techniques classiques de biologie 
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molecuiaire connues de lliomme du metier. La sequence nucleotidique des sequences 
ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAVl et CAV2). 
Concernant l'adenovims Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond a la 
region comprenant les nucleotides 1 a 103 du genome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est necessaire 
a Tencapsidation du genome viral. EUe est localisee dans le genome des adenovirus 
sauvages, entre ITTR gauche et la region El (Cf figure 1). EUe peut etre isolee ou 
synthetisee artificiellement par les techniques classiques de biologie molecuiaire. La 
sequence nucleotidiques de la sequence d'encapsidation des adenovirus humains (en 
particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans la litterature, ainsi que des 
adenovirus canins (notamment CAVl et CAV2). Concernant l'adenovims Ad5 par 
exemple, une sequence d'encapsidation fonctionnelle est comprise entre les nucleotides 
194 et 358 du genome. 

15 Dans un mode de realisation prefere de 1'invention, le genome de l'adenovims 

utilise est depourvu de tout ou partie de la region El. La region El est en effet 
essentielle a la replication virale et son inactivation conduit a la formation de virus 
defectifs pour la replication, c'est-a-dire incapables de se repliquer de facon autonome 
apres transfert genique in vivo. La region El, ou tout autre region virale considered 
peut etre rendue non fonctionnelle par toute technique connue de I'homme du metier, 
et notamment par suppression totale, substitution, deletion partielle, ou addition d'une 
ou plusieurs bases dans le ou les genes considers. De telles modifications peuvent etre 
facilement realisees directement sur les plasmides de invention, par exemple, au 
moyens des techniques du genie genetique. Avantageusement, le genome de 
25 Fadenovirus utilise est depourvu d'une partie de la region El comprise entre les 
nucleotides 454 a 3328 (fragment PvuII-Bglll) ou 382 a 3446 (fragment HinfH- 
Sau3A). 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux, le genome de 
l'adenovirus utilise est egalement depourvu de tout ou partie de la region E3 et/ou E4 
et/ou IV A2. La demanderesse a maintenant montre qu'il est possible de constniire des 
virus portant ces differents types de deletions. Ces deletions supplemental 
permettent d'accroitre la securite du vecteur et d'augmenter sa capacite. 

Preferentiellemem, le genome adenoviral est depourvu d'une partie de la region 
E4 comprenant au moins les phases ORF3 et ORF6. Le genome adenoviral peut 
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egalement etre modifie comme decrit dans la demande FR9413355 incorporee a la 
presente par reference, de maniere a eviter les risques de contamination par des 
particules de replication. 

Preferentiellement, le genome adenoviral recombinant contient en outre 
5 tine acide nucleique d'interet. L'acide nucleique d'interet peut etre insere en 
differents sites du genome de I'adenovirus. Avantageusement, il est insere au niveau 
de la region El, E3 ou E4. Cependant, il est clair que d'autres sites peuvent etre 
utilises. En particulier, 1'acces a la sequence nucleotidique du genome permet a 
Thomme du metier d'identifier des regions permettant d'inserer 1'acide nucleique 
10 d'interet. 

L'acide nucleique d'interet peut etre touts sequence d'ADN introduite dont le 
transf ert et/ou 1'expression dans la cellule cible est recherchee. 

En particulier, il peut comporter un ou plusieurs genes therapeutiques et/ou 
un ou plusieurs genes codant pour des peptides antigeniques. 
15 Les genes therapeutiques qui peuvent ainsi etre transferes sont tout gene dont 

la transcription et eventuellement la traduction dans la celluJe cible generent des 
produits ayant un effet therapeutique. 

n peut s'agir d'un produit homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'est-a-dire 
un produit qui est normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne 
20 presente aucune pathologie). Dans ce cas, l'expression permet par exemple de pallier 
une expression insuffisante dans la cellule ou Fexpression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc. Le produit peut 
25 egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une proteine 
exprimee peut par exemple computer ou apporter une activite deficiente dans la 
cellule lui permettant de lutter contre une pathologie. 

Parmi les produits therapeutiques, on peut citer plus particulierement les 
enzymes, les derives sanguins, les hormones, les lymphokines : interleukines, 
interferons, TNF, etc (W093/19191), les facteurs de croissance, les 
neurotransmeneurs ou leurs precurseurs ou enzymes de svnthese, les facteurs 
trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, etc; les 
apolipoproteines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (WO94/25073), la dystrophine ou une 
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minidystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (W09424297), les genes codant pour des facteurs impUques dans la 
coagulation : Facteurs VII, Vm, IX, les genes suicide (TK, etc), etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, 
dont I'expression dans la cellule cible permet de controler I'expression de genes ou la 
transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent par exemple etre 
transcrites, dans la cellule cible, en ARN complementaires d'ARNm cellulaires et 
bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans le brevet EP 
140 308. 



Comme indique plus haut, I'acide nucleique d'interet peut egalement 
comporter un ou plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de 
generer chez 1'homme une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, l'invention permet done la realisation de vaccins permettant d'irnmuniser 
l'homme, notamment contre des microorganismes ou des virus. II peut s'agir 
15 notamment de peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du virus HIV, 
du virus de Thepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore 
specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Generalement, Tacide nucleique d'interet comprend egalement des sequences 
permettant 1'expression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le peptide 
antigenique dans la cellule infectee. I! peut s'agir des sequences qui sont naturellement 
responsables de I'expression du gene considere lorsque ces sequences sont susceptibles 
de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de sequences d'origine 
differente (responsables de I'expression d'autres proteines, ou meme synthetiques). 
Notamment, il peut s ! agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. 
25 Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule 
que Ton desire infecter. De meme, il peut s f agir de sequences promotrices issues du 
genome d'un virus, y compris l'adenovirus utilise. A cet egard, on peut citer par 
exemple les promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces 
sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences rfactivation, 
de regulation, etc. Par ailleurs, lorsque le gene insere ne compone pas de sequences 
d'expression, il peut etre insere dans le genome du virus defectif en aval d'une telle 
sequence. Enfin, Tacide nucleique d'interet peut egalement comporter, en particulier en 
amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
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etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut egalement s'agir 
de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal ardficielle. 

Les plasmides selon 1'invemion peuvent etre construits en utilisant des adenovirus 
d'origine diverse. Differents serotypes d'adenovirus, dom la structure et les 
5 proprietes varient quelque peu, ont en effet ete caracterises. Parmi ces serotypes, on 
prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus humains de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animate (voir demande WO 
94/26914). Parmi les adenovirus d'origine anirnale utilisables dans le cadre de la 
presente invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
10 (exemple : Mavl, Beard et al.. Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou' 
encore simienne (exemple : SAV). De preference, l'adenovirus d'origine animale est 
un adenovirus canin, plus preferentiellement un adenovirus CAV2 fsouche 
manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. 

Selon un mode particulier de realisation de l'invention, l'adenovirus utilise est 
15 un adenovirus d'origine humaine. Selon un autre mode avantageux, l'adenovirus est un 
adenovirus d'origine animale. 

Comme indique ci-avant. le genome d'adenovirus recombinant est 
avantageusement borde d'un ou plusieurs sites de restriction absents dudit genome. Ce 
ou ces sites permettent d'exciser de maniere simple et efficace le genome adenoviral 

20 recombinant du plasmide. La sequence genomique de l'adenovirus etant connue et 
accessible, lliomme du metier peut selectionner par des experiences de routine des 
sites de restriction absent de ce genome. A titre d'exemple, on peut citer les sites Pad . 
iJspV et SssI (pour Ad5) ou Snai>I (dans Ad2). II est egalement possible de rendre 
certains sites uniques en modifiant la sequence du genome adenoviral. Ainsi, d'autres 

25 enzymes peuvent etre utilisees si les sites de restriction correspondants som supprimes 
modifies ou deletes dans la sequence adenovirale consiruite chez £. coJi. Les sites 
peuvent etre positionnes directement a cote des extremites du genome adenoviral, ou 
espacees de quelques paires de bases. 

Un plasmide particulieremem prefere au sens de l'invention est le plasmide 

30 pXL2638 comprenant 1'origine de replication du plasmide RK2, le gene de resistance a 
la tetracycline, et un genome d'adenovirus recombinant possedant des regions El et E3 
non fonctionneUes et borde de 2 sites P_ac_J. Un acide nucleique d'interet peut etre 
insere en differents sites du genome adenoviral, et notamment au niveau des regions 
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El, E3 et E4. Differents sites de restriction peuvent eire utilises a cet effet, tel que 
notamment le site Xbal. 

Les plasmides selon la presente invention peuvent etre construits de differentes 
manieres. Selon une methode preferee, on construit dans un premier temps des 
5 fragments portant les ITR du genome adenoviral, bordes du ou des sites de restriction 
appropries. Ces ITR sont ensuite introduites dans un plasmide procaryote, puis, dans 
une troisieme etape, le genome adenoviral recombinant est reconstruit entre les ITR 
soit par ligature, soit par recombinaison. De maniere preferee, le genome est 
reconstruit par recombiaison entre le genome adenoviral recombinant desire et les 
10 regions homologues (comprenant les ITR et les regions flanquantes) du plasmide. 

Plus particulierement, la reconstruction du genome peut etre realisee chez E 
£Qli en utilisant une souche poIA afin de selectionner les evenements de recombinaison 
homologue. II est evident que ces constructions peuvent aussi etre realisees en 
Tabsence de systemes permettant de selectionner des evenements de recombinaison. En 
15 effet de tels evenements de recombinaison peuvent etre cribles par minipreparation, 
perte ou acquisition d'un marqueur, ou bien criblage a 1'aide de sondes radioactives 
specifiques pour les jonctions obtenues ou perdues. De plus, il existe d'autres 
techniques permettant de selectionner des evenements de recombinaison homologue 
chez E. coH. Parmi oelles -ci, citons l'utilisation de plasmides thermosensibles pour leur 
20 replication (Hamilton & al-. 1989), 1'utilisation de molecules circulaires non replicatives 
(decrite par exemple par Slater et Maurer, 1993), lutilisation de souches dans 
lesquelles le vecteur utilise ne se replique pas (Miller et Mekalanos. 1988, Zeef ej ah, 
1994), etc. Tous ces systemes peuvent etre utilises a la place de souches poIA et d'une 
transformation avec un plasmide derive de pBR322. ou ses nombreux derives, ou 
25 d'autres plasmides a replication PolA-dependante ou bien des plasmides ne se replicant 
pas chez Escherichia coli . 

Un autre objet de la presente demande concerne toute cellule procaryote 
contenant tin plasmide tel que defini ci-avant II peut s'agir en particulier de toute 
bacterie pour laquelle il existe un systeme de vecteur ou FADN recombinant peut etre 

30 introduit. Citons par exemple Escherichia coH, Salmonella n^himuriiim Bacillus 
SUbBliS, fgeudomonas putida, Pgeydprnpngs aeruginosa Agrobacterinm tumefaciens . 
RhizQbium meliloti ou les bacteries du genre Streptomvf^ Ces cellules sont obtenues 
avantageusement par transformation selon les techniques connues de Fhomme du 
metier. La transformation peut notamment etre effectuee par la technique de 

35 transformation au CaCl2 (Dagert et Ehriich, 1979), ou celle mise au point par Hanahan 
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fit al. (1983) ou toute technique derivee de celle-ci (Maniatis ej a]., 1989), ainsi que par 
elecirotransformation (Wirth et al., 1989). Voir egalement les techniques generates de 
Biologie Moleculaire ci-apres. 

Un autre objet de la presente invention reside dans un precede de production 
5 de genomes d'adenovirus recombinants. Selon ce precede, des cellules procaryotes 
telles que decrites ci-dessus sont cultivees puis, dans une deuxieme etape, les plasmides 
sont recuperes. Avantageusement, la culture est realisee pendant un temps 
suffisamment long pour produire des quantites appropriees de plasmide. Le plasmide 
peut etre recupere par toute technique connue de l*homme du metier pour la 
10 preparation d'ADN plasmidique. Ainsi, il peut etre recupere par preparation d'un lysat 
clair suivi d'une centrifugation dans un gradient en chlorure de cesium (Maniatis et al., 
1989). D'autres techniques peuvent etre utilisees. faisant appel a d'autres methodesde 
lyse utilisant le triton X-100. par exemple (Ausubel fit al., 1987). ou bien une colonne 
d'echange d'anions apres l'etape de lyse et de separation de l'ADN plasmidique vis a vis 
15 de la majorite de l'ADN chromosomique et des proteines. Les plasmides ainsi 
recuperes peuvent ensuite etre purifies et traites en presence de renzyme de restriction 
correspondant aux sites bordant le genome viral. Ceci permet en une seule etape de 
generer un genome d'adenovirus recombinant lineaire, directement uulisable pour la 
production clonale de virus recombinants. 

A cet egard, une premiere methode pour preparer les virus recombinants 
consiste a transfecter le genome viral produit a partir des plasmides de l'invention dans 
une lignee cellulaire d'encapsidation competente. c'est-a-dire portant en trans toutes les 
fonctions necessaires a la complementation du virus defectif. Ces fonctions sont 
preferentiellement integrees dans le genome de la cellule, ce qui reduit les risques de 
25 recombinaison, et confere une stabilite accrue a la lignee cellulaire. 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une lignee cellulaire 
apppropriee le genome recombinant prepare et l'ADN d'un ou de plusieurs virus ou 
plasmide helper. Selon cette methode, il n'est pas necessaire de disposer d'une lignee 
cellulaire competente capable de complementer toutes les fonctions defectives de 
l'adenovirus recombinant. Une partie de ces fonctions est en effet complementee par le 
ou les virus helper. Ce ou ces virus helper sont eux-memes defectifs. 

Parmi les lignees cellulaires utiUsables, on peut titer notamment la Ugnee de 
rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59). Cette 
lignee contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome de 
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I' adenovirus humain Ad5 (12 %)• La transfection peut etre realisee avantageusement 
directement avec le produit de digestion du plasmide obtenu selon le procede decrit ci- 
avant, sans etape de purification du genome adenoviral. 

La presente invention concerne egalement toute composition pharmaceutique 
5 comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants prepare selon ce procede. Les 
compositions pharmaceutiques de l'invention peuvent etre formulees en vue d'une 
administration par voie topique, orale, parenterale, intranasals intra veineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
10 pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut s'agir en 
particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permenent la constitution de 
15 solutes injectable^ 

Les doses de virus utilisees pour Tinjection peuvent etre adaptees en fonction 
de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'adrninistration utilise, 
de la pathologie concernee. du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D'une maniere generale, les adenovirus recombinants selon l'invention sont 

20 formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10^ pfu, et de 
preference 10 6 a 10 10 pfu. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infeaieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 15 jours, du nombre de plages de 
cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale 

25 sont bien documentees dans la litterature. 

Selon la sequence dADN heterologue inseree, les adenovirus de Tinvention 
peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, 
incluant les maladies genetiques (dystrophic fibrose cystique, etc), les maladies 
neurodegeneratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), les cancers, les pathologies liees 
30 aux desordres de la coagulation ou aux dyslipoproteinemies, les pathologies liees aux 
infections virales (hepatites, SID A, etc), etc. 
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La presente invention sera plus completement decrite a 1'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Organisation genetique de I'adenovirus Ad5 

5 Figure 2 : Canes de restriction de pXL2626 et pXL2627. 

Amp 1 " : gene de resistance a Tampicilline; pMBl Ori, origine de replication de pMBl; 
Tet r , gene de resistance a la tetracycline; RK2 Ori, origine de replication du plasmide 
RK2. Les parties circulaires des cartes des plasmides ne sont pas a la meme echelle que 
celle de 0.8 kb indiquee pour les 2 ITR. 

10 Figure 3 : Construction du plasmide pXL2638. 

Cettes construction est effectuee comme cela est decrit dans Texemple 1-2, par 
recombinaison homolgue chez SF800 (£. qqH polA ). Amp r : gene de resistance a 
Tampicilline; pMBl Ori, origine de replication de pMBl; Tet r , gene de resistance a la 
tetracycline; RK2 Ori, origine de replication du plasmide RK2. Les parties circulaires 
15 des cartes des plasmides, les sequences adenovirales ne sont pas a la meme echelle. 

Techniques generales de clonage. de biologie moleculaire. 

Les methodes classiques de biologie moleculaires telles que la centrifugation d'ADN 
plasmidique en gradient de chlorure de c6sium-bromure d'ethidium, les digestions par 
les enzymes de restriction, 1'electrophorese sur gel.la transformation dans £.£Qli, la 
20 precipitation des acides nucleiques etc, sont decrites dans la linerature (Maniatis et 
Sl.,1989). ~ 

Les enzymes ont ete fournies par New-England Biolabs (Beverly, MA). 
Pour les ligatures les fragments d'ADN sont separes selon leur taille sur des gels 
d'agarose de 0,8 a 1,5 %, purifies par GeneClean (BIO101, LaJolla CA) et incubes de 
25 nuit a 14°C dans un tampon Tris-HCl pH 7.4 50 mM, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, 
ATP 2 mM, en presence d'ADN ligase du phage T4. 

Les ADN ligatures sont utilises pour transformer la souche rendue competente E.coli 
TGI [D(]ac proA,g), supE, thj, hsdD5 / F traD36 . proA + r B + , laci q. iacZDMIS] 
(Maniatis £i ^.,1982) ou bien la souche E.coli polA SF800 (Heffron & ^.,1977). 
30 L'amplification par PCR, (Polymerase Chain Reaction), a egalement ete realisee selon 
Maniatis ^1 al., 1989, avec les specifications suivantes : 
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- Concentration en MgCl2 portee a 8 mM. 

- Temperature de denaturation 95°C, temperature d'hybridation 55°C, temperature 
d'allongement 72°C. Ce cycle a ete repete 25 fois dans un PE9600 Thermalcycler 
(Perkin Elmer, Norwalk CO). 

5 Les oligonucleotides sont synthetises en utilisant la chimie des phosphoramidites 
proteges en B par un groupement cyanoethyl, (Sinha £t sl.,1984, Giles 1985), avec le 
synthetiseur automatique d'ADN Applied Biosystem modele 394, (Applied Biosystem, 
Foster City CA), selon les recommandations du fabricant 

Le sequencage a ete effectue sur des matrices double-brin par la methode de 
10 terminaison de chaines en utilisant des amorces fluorescentes. Nous avons utilise le kit 
se sequencage Taq Dye Primer Kit de chez Applied Biosystem (Applied Biosystem, 
Foster City CA) selon les specifications du fabricant 

Exemple 1 : Clonage d'un genome adenoviral, adenovirus humain du type 5, borde de 
sites de restriction uniques sur un plasmide du groupe d 'incompatibility P se replicant 
15 chez E. coli . 

Exemple 1-1 : Cet exemple illustre comment les extremites du genome adenoviral 
peuvent etre amplifiees par PCR, de maniere a border les extremites, (ITR), par un site 
Pad. 

Afin d'obtenir des frequences de recornbinaison satisfaisantes par la suite, nous avons 
20 choisi des fragments d l environ 400 bp qui ont etes amplifies. 
Trois oligonucleotides ont ete choisis : 

- Loligo 1 est commun aux deux amplifications puisqu'il correspond aux extremites 
des ITR. 

Les six premiers nucleotides constituent une queue qui evite la formation de structure 
25 secondares. Les six nucleotides suivant constituent un site de restriction EcoRI qui est 
utilise pour les etapes de clonage intermediaires. Les huits nucleotides suivant creent 
un site PacI qui est absent du genome de TAd5 (la sequence de 1' adenovirus Ad5 est 
accessible dans Genebank. mnemonique ADRCOMPGEN). 

Les vingr-sept nucleotides suivant correspondent a Textremite gauche du genome de 
30 TAd5 , position 1 a 27. 

Sequence de 1'oHgo 1 : 

5 ' - CG G C GG G AATTCTT AATTAAC ATC ATCAATAATAT ACCTTATTTTGG - 3 1 SEQ ID N 



Eco RI 
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- L'oligo 3 utilise avec l'oligo 1 permet d'amplifier un fragment de 384 bp a rextremite 
gauche. II comprend une queue de six nucleotides. Les dix-huits nucleotides suivant 
creent les sites £§tl, Kpnl et gpgl. Les vingt-quatre nucleotides suivants correspondent 
& rinverse-complementaire de la sequence choisie sur l'AdS entre les positions 361 et 
385. 

Sequence de roligo 3 : 

5 1 -CACCACCTG^GGGTACCACTAGTGTCTCCACGTAAACGGTCAAAGTC-3 1 SEQ ID N° 
Pst T Upnl Spe l 

La matrice choisie pour Tamplification de rextremite gauche est le plasmide pCLAI Le 
plasmide pCLAI contient l'extremite gauche sous forme d'un fragment EcoRI-Xbal de 
454 bp clone dans pIC19H. 

- Loligo 2 utilise avec l'oligo 1 perrnet d'amplifier un fragment de 4] 8 bp a rextremite 
droite. II comprend une queue de six nucleotides. Les six nucleotides suivant creent un 
site Estl. Les vingt-quatre nucleotides suivants correspondent a la sequence choisie sur 
l'AdS entre les positions 35517 et 35540. 
Sequence de Toll go 2 

5 1 -CACCACCTGCAGGGCAGCCATAACAGTCAGCCTTACC-3 ' SEQ ID N°2 

La matrice choisie pour Tamplification de Textremite droite est le plasmide pY23 Le 
plasmide pY23 contient Textremite droite sous forme d'un Fragmeni Avrll-Bcll de 470 
bp clone aux sites compatibles Xba l- Bam HI de pIC19H. 

Les produits de PCR ont etes deposes sur gel d'agarose. Les fragments de taille 
attendue ont ete digeres par EcqRI et £stl, purifies et ligatures en presence de pUC19 
digere par EcqRI et Pstl. Les deux plasmides recombinants obtenus ont ete nornmes 
pXL2623 pour rextremite gauche et pXL2624 pour rextremite droite. Labsence de 
mutation dans rinsert a ete verifiee par sequencage. Le fragment EcoRI-Pstl de ces 
plasmides a ete purifie comme precedemment decrit. Les deux fragments ont ete mis 
ensemble a ligaturer dans pUC19 linearise par EeoRI. Le plasmide recombinant 
obtenu est nomme pXL2626, il contient les exiremites de TAd5 en tete-beche. (Fig 2) 

Exemple 1-2 : Construction chez E.coli d'un plasmide contenant le genome adenoviral 
AEl t AE3, borde par des sites Eacl. 
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Le veaeur retenu pour recevoir le genome adenoviral est pRK290,(Ditta et sl.,1980), 
qui appartient au groupe d'incompatibilite P. Ce vecteur se replique chez les souches 
d'E-coli polA . 

La strategie d'integration retenue est la recombinaison homologue dans la souche 
5 £.£Qli SF800 entre pXL2627 et le plasmide pFGl44,(Graham §t ^.,1986). 

Le plasmide pFG144 contient la totalis du genome de I'AdS moins deux deletions dans 
les regions El et E3. II derive de pMX2 et possede le gene de resistance a rAmpicflline 
ainsi q'une origine de replication pMBl qui ne lui permet pas de se repliquer dans la 
souche Rcoli SF800. 

10 Dans un premier temps les extremites tete-beche du genome de I'AdS ont ete clonees 
au site EcoRI unique de pRK290 selon le protocole deja decrit pour la construction de 
pXL2626. Des cellules de la souche £.£o!i SF800 ont ete rendues competentes, 
transformees par pXL2627. Les cultures ont ete etalees sur milieu LB en presence de 
tetracycline. A leur tour, les cellules issues d'un clone tetracycline resistant ont ete 

15 rendues competentes, transformees par le plasmide pFGl44, puis etalees sur milieu LB 
en presence de tetracycline et d'ampiciliine. Etant donne que ce plasmide ne se replique 
pas dans la souche £.£Qli SF800, Tacquisition des resistances a la tetracycline et 
ampicilline ne peut se produire que par un evenement de recombinaison homologue 
entre les deux plasmides. En effet, ceux-ci ont en commun les extremites drones, 418 

20 bp, et gauches, 384 bp, du genome de I'AdS. Les plasmides issus de ce premier 
evenement de recombinaison possedent deux jeux d'extremites. (Fig 2). Un second 
crossing-over, interne au plasmide peut done avoir lieu. Dans ce cas, parmi les deux 
evenements possibles, un seul conduit a la construction desiree, 1'autre entraine la 
deletion complete du genome de TAd5 et la perte du gene de resistance a I'ampicilline. 

25 Cette seconde recombinaison a ete favorisee par une serie de cultures dilution 
representant 60 generations, en milieu LB supplemente par de la tetracycline et de 
Tampicilline. L'ADN de clones isoles a ete soumis a une analyse par Southern Blot La 
sonde oligonucleotidique suivante a ete synthetisee : 

5-CGTGGAGACACTAGTGGTACCCTGCAGGGCAGCCATA-3* SEQ ID N°4 
30 Les bases 1 a 9 correspondent a la region gauche de la position 377 a 385 sur la 
sequence de 1'AdS. Les bases 28 a 36 correspondent a la sequence de la region droite 
entre les positions 35517 a 35525. Des digestions par les endonucleases Pad et Cla L 
ou encore fael et Ndel, ont montre la struaure plasmidique attendue. Un clone 
correspondant a un tel evenement et ayant la structure plasmidique decrite Figure 3 a 
35 ete retenu. Celui-ci a et6 nomme pXL2628. 
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pXL2628 a ete digere par Xbal, religature, puis transforme dans des ceUules E.coli 
TGI competentes. Un clone Tet R et AmpS a ete retenu. Son profil de restriction 
montre que la region correspondant au pMX2 a ete deletee. Ce clone a ete nomme 
pXL2638. 

5 La digestion par Eael de pXL2638 Iibere le genome de l'Ad5 sous forme d'un fragment 
de 34 kb. Ce fragment pent etre utilise tel quel pour des experiences de transection de 
ceUules de mammiferes transcomplementantes pour les fonctions El de Tadenovirus. 
Exemple 2 : Production d'adenovirus recombinants 

Des clones ^adenovirus recombinants peuvent etre constniits dans une premiere etape 
10 chez Escherichia soli, par insertions de fragments contenam un plusieurs genes avec 
des signaux de regulation appropries pour exprimer ces genes dans les ceUules de 
_ mammiferes etudiees, ou deletion de certains fragments du genome de 1'adenovirus, ou 
encore la combinaison de ces deux evenernents, puis ensuite, apres transfection de 
cellules productrices, un stock d'un tel virus recombinant peut etre obtenu. 

15 Le plasmides pXL 2638 est purifie a partir d'une culture de cellules £. Coli TGI 
competentes transformees. Le genome adenoviral est libere par digestion en presence 
de Tenzyme PacL Le produit de digestion est utilise directement pour produire les 
adenovirus recombinants. Pour cela, les ceUules de la lignee 293 sont transfectees par 
le produit de digestion de pXL2638 en presence de phosphate de calcium. Les 

20 adenovirus recombinants produits sont ensuite selectionnes par purification sur plaque. 
Apres isolement. 1'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee ceUulaire 293, ce 
qui conduit a un surnageant de culture contenant 1'adenovirus recombinant non purifie 
ayant un titre d'environ lO 1 ^ pfu/ml. 

Les particules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur gradient de 

25 chlorure de cesium selon les techniques connues {voir notamment Graham et al., 
Virolog)' 52 (1973) 456). Uadenovirus peut etre conserve a - 80°C dans 20 % de 
glycerol. 
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D ' ADENOVIRUS RECOMBINANTS 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 4 



(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
25 (A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D ' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

CD) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 4 7 paires de bases 
35 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
CD; CONFIGURATION: lineaire 



Cii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 1: 
45 CGGCGGGAAT TCTTAATTAA CATCATCAAT AATATACCTT ATTTTGG 47 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

50 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

55 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
5 CACCACCTGC AGGGCAGCCA TAACAGTCAG CCTTACC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

10 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 48 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
15 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



20 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
CACCACCTGC AGGGTACCAC TAGTGTCTCC ACGTAAACGG TCAAAGTC 48 

25 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



40 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
CGTGGAGACA CTAGTGGTAC CCTGCAGGGC AGCCATA 



37 
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PFVRNDICATTnMg 

1. Plasmide procaryote comprenant un genome d'adenovirus recombinant borde par un 
ou plusieurs sites de restriction non present dans ledit genome. 

2. Plasmide procaryote caracterise en ce qtfil comprend une premiere region 
5 permettant la replication dans les cellules procaryotes et une deuxieme region 

comportant un genome adenoviral borde d'un ou plusieurs sites de restriction non 
present dans ledit genome. 

3. Plasmide selon Yurie des revendications 1 ou 2 caracterise en ce que la region 
permettant la replication comprend une origine de replication fonctionnelle dans les 

10 cellules procaryotes. 

4. Plasmide selon la revendication 3 caracterise en ce que 1'origine de replication est 
issue d'un plasmide bacterien choisi parmi RK2, pBR322 et pUC. 

5. Plasmide selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que la 
premiere region permettant la replication comprend egalement une region permettant 

15 la selection des cellules procaryotes contenant ledit plasmide. 

6. Plasmide selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que le genome 
adenoviral recombinant comprend au moins des sequences ITR et une sequence 
d'encapsidation. 

7. Plasmide selon la revendication 6 caracterise en ce que le genome adenoviral est 
20 depourvu de tout ou partie de la region El. 

8. Plasmide selon la revendication 7 caracterise en ce que le genome adenoviral est 
depourvu d'une partie de la region El correspondant aux residus 454 a 3328 ou 382 a 
3446. 

9. Plasmide selon la revendication 6 ou 7 caracterise en ce que le genome adenoviral 
25 est depourvu de tout ou partie de la region E4 et/ou E3 et/ou Iva2. 

10. Plasmide selon la revendication 9 caracterise en ce que le genome adenoviral est 
depourvu d'une partie de la region E4 comprenant au moins les phases ORF3 et/ou 
ORF6. 
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11. Plasmide selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que le 
genome adenoviral est d'origine humaine ou animale. 

12. Plasmide selon la revendication 11 caracterise en ce que le genome adenoviral est 
un genome adenoviral humain de type 2 ou 5. 

5 13. Plasmide selon la revendication 11 caracterise en ce que le genome adenoviral est 
un g&iorne adenoviral canin choisi parmi le serotype CAV2. 

14. Plasmide selon rime des revendications precedentes caracterise en ce que le 
genome adenoviral recombinant derive d'un adenovirus Ad5 et est borde de sites Pad 
Nsp V ou Swa l. 

10 15. Plasmide selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que le^ 
genome adenoviral recombinant comprend un acide nucleique d'interet. 

16. Plasmide pXL2638 caracterise en ce qu'il comprend I'origine de replication du 
plasmide RK2, le gene de resistance a la tetracycline, et un genome d'adenovirus 
recombinant possedant des regions El et E3 non fonctionnelles et borde de 2 sites 

15 Pad . 

17. Cellule procaryote contenant un plasmide selon Tune des revendications 1 a 16. 

18. Procede de production de genomes adenoviral!* recombinants comprenant la 
culture de cellules procaryotes seion la revendication 17, et la recuperation des 
plasmides. 

20 19. Procede selon la revendication 18 caracterise en ce que, dans une etape 
supplemental, les plasmides sont traites de maniere a exciser le genome adenoviral. 

20. Procede selon la revendication 19 caracterise en ce que les plasmides sont traites 
en presence de l'enzyme de restriction correspondent aux sites bordant le genome 
adenoviral. 

25 21. Procede de preparation d'adenovirus recombinants caracterise en ce que Ton 
transfecte une lignee cellulaire d'encapsidation avec un genome adenoviral prepare 
selon le procede de la revendication 18 ,19 ou 20 et on recupere les adenovirus 
produits. 
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22. Precede selon la revendication 21 caracterise en ce que la lignee cellulaire est la 
lignee 293. 

23. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
recombinants prepares selon le precede de la revendication 18. 
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